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Resumo
Nesta dissertação, são detalhadas as técnicas de Espectroscopia Coerente Anti-Stokes
Raman (CARS) e de Espectroscopia Raman Estimulada (SRS), que se destacam como
métodos ópticos avançados para investigar materiais biológicos com alta resolução e
sensibilidade. Essas técnicas permitem a obtenção de informações detalhadas sobre a
composição e estrutura de amostras biológicas, possibilitando análises não invasivas e em
tempo real. Além de revisar as aplicações das técnicas CARS e SRS descritas na literatura,
este estudo emprega CARS e SRS para caracterizar e analisar diferentes materiais biológicos.
Foram investigadas leishmânias, nervos ópticos de camundongos em diferentes condições de
degeneração, incluindo degeneração Walleriana (WD) e modelo da doença de Huntington
(HD), e nervos trigêmeos de camundongos, onde foi possível diferenciar entre dois modelos
distintos. Em todos os casos, as técnicas de SRS e CARS demonstraram-se eficazes na
caracterização e análise dos materiais biológicos estudados.

Palavras-chave: CARS, SRS, Nervos Ópticos,Nervos trigêmeos, Leishmânias



Abstract
In this dissertation, the techniques of Coherent Anti-Stokes Raman Scattering (CARS)
and Stimulated Raman Scattering (SRS) are detailed, highlighting their roles as advanced
optical methods for investigating biological materials with high resolution and sensitivity.
These techniques allow for the acquisition of detailed information about the composition
and structure of biological samples, enabling non-invasive and real-time analysis. In addition
to reviewing the applications of CARS and SRS techniques in the literature, this study
utilizes CARS and SRS to characterize and analyze different biological materials. The
study focuses on leishmania, optic nerves of mice under different degeneration conditions,
including Wallerian degeneration (WD) and the Huntington’s disease (HD) model, and
trigeminal nerves of mice, where it was possible to differentiate between two distinct
models. In all cases, the SRS and CARS techniques proved effective in the characterization
and analysis of the studied biological materials.

Keywords: CARS, SRS, Optic Nerves, Trigeminal nerves, Leishmania
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1 Introdução

O efeito Ramam é o espalhamento inelástico da luz e foi observado experimental-
mente por Chandrasekhara Venkata Raman em 1928 [1]. Nesse experimento foi observado
que quando a luz incide em uma amostra, parte dela é espalhada de forma elástica (Ray-
leigh) e parte é espalhada de forma inelástica (Raman), o que lhe rendeu o prêmio nobel de
física em 1930. Dessa descoberta surgiu uma técnica que utiliza a dispersão inelástica da luz
para fornecer informações sobre modos vibracionais de moléculas escolhidas que recebeu
o nome de espectroscopia Raman. As mudanças na energia desses fótons inelásticos são
relacionadas aos modos vibracionais das moléculas ou solidos, proporcionando informações
sobre a estrutura molecular [2].

Com o aperfeiçoamento da espectroscopia Raman surgiram diversas variações dessa
técnica, entre elas existe o espalhamento Raman estimulado (SRS) do inglês Stimulated
Raman Scattering e o Espalhamento Raman Coerente Anti-Stokes (CARS) do inglês
Coherent Anti-Stokes Raman Scattering. Existem algumas diferenças entre essas técnicas
que serão abordadas no capítulo 2 e devido à essas diferenças em algumas aplicações o
SRS possui vantagem [3]. A descrição teórica sobre essas técnicas será desenvolvida no
capítulo 2 em suas respectivas seções.

As técnicas de CARS e SRS são amplamente utilizadas em materiais biológicos,
pois entre os pontos positivos temos o baixo tempo de aquisição de imagem que evita a
degradação da amostra [4]. E em comparação com a florescência essas apresentam resultados
promissores em label-free do inglês sem marcadores que são técnicas que não dependem de
marcadores químicos para análise de caracterização dos materiais biológicos [5]. Devido
a essas vantagens, este trabalho tem como objetivo a utilização do CARS e do SRS
para o imageamento e a caracterização e análise de materiais biológicos tendo três em
destaque,as leishmânias, nervos ópticos com dois tipos de degeneração, a primeira delas
ocorrendo em camundongos transgênicos no modelo de doença de Huntington, a segunda
foi causada através de uma operação afim de causar a degeneração axonal. O terceiro
material trabalhado nesta dissertação foram os nervos trigêmeos de camundongos.

A seguir, vamos explorar com mais detalhes cada um desses temas mencionados e
a importância de desenvolver técnicas de imageamento.
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1.1 Neurodegeneração

As doenças como Alzheimer, Parkinson e Huntington são exemplos de doenças
neurodegenerativas que afetam o sistema nervoso [6]. Elas surgem devido à progressiva
degeneração e perda de células nervosas no cérebro e em alguns casos, em outras regiões
do sistema nervoso [7]. Essas doenças podem ser classificadas como neurodegenerações
primárias, que são aquelas em que as funções cerebrais se degradam de forma gradual,
lenta e acabam por serem irreversíveis [8].

Nessa dissertação vamos trabalhar com análise da degeneração axonal (Walleriana)
seção 1.1.1 e a neurodegeneração na doença de Huntington seção 1.1.2.

1.1.1 Degeneração axonal

Um tipo de neurodegeneração que causa perda de funcionalidade motora é a
degeneração axonal [9]. Doenças como Alzheimer, Parkinson e Huntington podem causam
essa degeneração [10].

Os primeiros estudos da degeneração axonal são apresentado no século XIX, com a
descrição de Augustus Volney Waller do processo que hoje conhecemos como “degeneração
Walleriana” (WD) do inglês Wallerian degeneration. Ele descreveu que após a secção de
um nervo, o axônio distal degenera e a parte proximal pode se regenerar [11]. Esse estudo
foi essencial para entender os processos de degeneração neuronal [12,13].

A WD é um processo que ocorre quando há lesão no nervo periférico, isso resulta
em um degeneração do axônio distal ao local da lesão [14]. Esse processo pode apresentar
diversas consequências como desafios na recuperação funcional, instabilidade motora e
sensorial, atrofia tecidual e perda da densidade de fibras nervosas [15].

Hoje já existem técnicas capazes de diagnosticar a WD como eletrofisiologia, imagem
por ressonância magnética e tomografia. [16,17]. Porém essas técnicas apresentam diversos
problemas que vão deste ser desconfortáveis ao paciente, o altíssimo custo para utilização,
a falta de capacidade de detecção de pequenas lesões, além disso a maioria dessa técnicas
são invasivas, seja pela utilização de eletrodos inseridos diretamente em tecidos internos, o
que pode causar desconforto e riscos de infecção, por envolver a administração de agentes
de contraste ou até mesmo por exposição à radiação ionizante e ao uso de contrastes, que
podem ser administrados por via intravenosa ou oral.

Dada a importância da identificação da WD e de como é essencial o entendi-
mento dela na neurociência para proporcionar um diagnóstico preciso, juntamente com
os problemas citados nas formas de diagnóstico atuais, O CARS se apresenta como um
método menos invasivo para realizar essa detecção principalmente por não utilizar radiação
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ionizante, não exigir contrastes, e por seu impacto mínimo na amostra ou no paciente.
Assim neste trabalho, utilizamos o CARS com o objetivo de diferenciar entre modelos
controle (animais sem neurodegeneração) e modelos com sete e 14 dias após uma cirurgia
induzindo neurodegeneração.

1.1.2 Doença de Huntington (HD)

A doença de Huntington (HD) do inglês Huntington disease é uma doença neuro-
degenerativa que causa uma mutação no gene HTT é um gene que fornece instruções para
a produção da proteína huntingtina. Esse gene está localizado no cromossomo quatro e é
crucial para o funcionamento normal das células nervosas [18]. Essa proteína causa a morte
das células nervosas, principalmente as responsáveis pela movimentação e cognição [19].

Os primeiros registros da doença de Huntington datam do seculo XIX e foi feita
por George Huntington no seu artigo de 1872 chamado "on chorea" [20]. Ele descreveu
três características principais:

• Os movimentos rápidos e irregulares que afetam a face, as mãos e os pés.

• O declínio cognitivo que inclui problemas de memória dificuldades de pensamento e
mudança de personalidade.

• E o fator genético onde foi observado que há uma chance de 50% de chances de que
a doença seja herdada pelos filhos caso um dos pais tenha a doença.

Mas, foi somente através das pesquisas realizadas em 1993 que foi identificado que
o gene causador da doença se localiza no cromossomo quatro, esse é um gene específico o
HTT [21,22].

Em geral essa doença começa se manifestar na idade adulta, entre 30 e 50 anos, e
tende a piorar ao longo do tempo, levando a uma deterioração cognitiva progressiva das
funções motoras e mentais [23, 24]. Apesar de atualmente ainda não existir uma cura para
a HD, existem tratamentos para retardar e controlar os sintomas, melhorando a qualidade
de vida dos pacientes [25].

No estudo de Valerie Crowell de 2020 [26] Estima-se 66.787 indivíduos diagnosticados
com HD em 8 países sendo eles Brasil, Canadá, França, Alemanha, Itália, Espanha, Reino
Unido e EUA, com prevalência diagnosticada variando de 3,5 a 9,0 por 100.000 pessoas,
com o Brasil apresentando uma prevalência de 3,5.

Os métodos atuais de diagnóstico da HD são muito complexos, como o mapeamento
genético e utilização de marcadores bioquímicos como o níveis de Proteína Huntingtina
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para imageamento, esses métodos possuem limitações como os recursos necessários e a
dificuldade de diferenciar pacientes sintomáticos e assintomáticos [27].

Dessa forma o CARS se apresenta como um opção para imageamento e identificação
da neurodegeneração causada pela HD, para isso nesta dissertação foram utilizados nervos
ópticos de camundongos no modelo da HD onde foram feitas comparações com modelos
controles (sem a doença), afim de verificar a diferença entre o nervo degenerado e o nervo
saudável.

1.2 Nervo trigêmeo

O nervo trigêmeo TN do inglês trigeminal nerve é classificado como um nervo misto,
contendo fibras tanto sensitivas quanto motoras [28]. As fibras sensitivas desempenham um
papel crucial no quadro nevrálgico, sendo responsáveis pela sensibilidade proprioceptiva,
que abrange a pressão profunda e a cinestesia que é a sensação de movimento e posição dos
músculos e articulações e permitindo a percepção da postura e movimentos faciais, além
de proporcionar sensações exteroceptivas que são as percepções de estímulos do ambiente
externo, como tato, dor e temperatura, mediadas por receptores na pele e mucosas como
tato, dor e temperatura na face e em parte do crânio [29]. Além disso, o TN inerva os
músculos envolvidos na mastigação. As fibras sensitivas relacionadas ao estiramento e à
propriocepção convergem para o gânglio de Gasser [30]. Essas fibras alcançam o gânglio
por meio das três ramificações do nervo (maxilar, mandibular e oftálmico), cada uma delas
apresentando áreas específicas de inervação em ambos os lados da face [31].

Os estudos sobre o TN vem desde a antiguidade até os tempos modernos e evoluíram
com o avanço dos séculos [32]. Os avanços da tecnologia dos seculos XX e XXI possibilitaram
um entendimento aprofundado da anatomia e das funções deste nervo [33].

As formas de diagnósticos de problemas relacionados ao TN hoje em dia se consistem
em ressonância magnética, tomografia computadorizada e angiografia variando sua escolha
de acordo com os sintomas do paciente [34,35].

Apesar dos avanços de hoje essas técnicas ainda apresentam certas dificuldades
e limitações assim como citado na sessão anterior como a dificuldade de resolução para
identificação de pequenas lesões e seus custos de aplicação sendo necessário a combinação
de algumas delas para um diagnóstico preciso.

Devido esses problemas apresentamos o CARS como uma alternativa menos invasiva
por não utilizar radiação ionizante, não exigir contrastes, e por seu impacto mínimo na
amostra ou no paciente como dito na 1.1.2 e assim mais aplicável no diagnóstico de
problemas relacionados ao TN. Para isso nesse trabalho utilizamos o CARS para diferenciar
dois modelos o primeiro sendo um modelo canais de sódio dependentes de voltage (NaV)
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do inglês Voltage-gated Sodium Channels, o modelo natural do nervo e um segundo modelo,
o operado onde foi feita uma cirurgia para criar uma lesão no nervo para ser identificada
pelo CARS.

1.3 Leishmânias

A leishmaniose atinge mais 12 milhões de pessoas no mundo todo, distribuídas em
cerca de 88 países, entre eles o Brasil, existem casos onde a subnotificação pode chegar a
ser até 5 vezes maior do que o relatado [36]. A leishmaniose se dividem em diversas formas,
entre elas temos a leishmaniose cutânea (LC), que é a forma mais comum de leishmaniose
ela provoca úlceras cutâneas e lesões na pele [37], outro tipo é a leishmaniose visceral essa
é a forma mais grave da doença, tendo como principais sintomas febre alta e persistente,
perda de peso, podendo até mesmo afetar os órgãos internos, principalmente o fígado e o
baço, sendo capaz de levar até mesmo ao óbito se não tratada [38].

Então com a existência das diversas formas dessa doença se torna necessário entender
como são provocadas cada uma delas.Esse conhecimento pode viabilizar a utilização do
tratamento correto para cada uma das formas. A leishmaniose é causada por um um
protozoário da família Trypanosomatidae chamado de leishmânia [39], esse possui diversas
espécie diferentes, neste trabalho iremos analisar três dessas espécies, as Amazonensi que
é responsáveis pela forma cutâneas e a Infantum que é responsável pela forma visceral.

Como citado o entendimento de qual forma da leishmaniose está sendo tratada é
de suma importância para o tratamento, sendo assim buscamos com essa pesquisa utilizar
o SRS para caracterizar morfologicamente as três espécies citas. O SRS se apresenta como
uma alternativa excelente para essa processo pois as formas de caracterização como a
caracterização eletroforética das isoenzimas e outra técnicas laboratoriais apresentam
certos problemas como o tempo para aquisição de dados sendo de dias até semanas. [40]
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1.4 Estrutura do trabalho

Este trabalho está organizado da seguinte maneira:

Capítulo 2: Neste capítulo, será apresentada uma introdução à óptica não linear,
um campo que explora os comportamentos da luz quando interage com materiais em
condições que vão além da óptica linear convencional. Dentro desse contexto, abordaremos
tanto a teoria fundamental quanto a descrição detalhada das técnicas de CARS e SRS.
Essas técnicas são amplamente utilizadas em diversos campos da ciência, especialmente
em bioimagem e análise de materiais, devido à sua capacidade de fornecer informações
detalhadas sobre a estrutura molecular. Ao longo deste capítulo, forneceremos uma visão
geral dessas técnicas, preparando para uma compreensão mais aprofundada nos capítulos
subsequentes.

Capítulo 3: O terceiro capítulo é dedicado a uma revisão da literatura, focando nas
diversas aplicações das técnicas de Raman estimulado em materiais biológicos. Especifi-
camente, exploramos como essas técnicas têm sido empregadas em estudos relacionados
às retinas de camundongos, particularmente no contexto de modelos experimentais da
doença de Alzheimer. Além disso, discutimos as aplicações dessas técnicas no diagnóstico
de câncer. Outra área de destaque neste capítulo é o uso de Raman estimulado para
investigações de DNA.

Capítulos 4: O quarto capítulo é dedicado à metodologia empregada ao longo
da pesquisa. Nele, detalhamos a montagem experimental, incluindo os componentes
ópticos. Adicionalmente, este capítulo abrange os softwares que foram utilizados para o
processamento e análise das imagens obtidas.

Capítulos 5 e 6: Nos capítulos cinco e seis, abordamos o desenvolvimento e a
implementação da automação do sistema experimental, um passo essencial para otimizar
a execução dos experimentos. Além disso, apresentamos e discutimos os resultados obtidos
através das aplicações das técnicas de CARS e SRS em diferentes amostras, sendo essas
nervos ópticos de camundongos, leishmânias e nervos trigêmeos. Cada conjunto de resulta-
dos é analisado, destacando as implicações científicas. Finalmente, esses capítulos incluem
uma discussão das conclusões alcançadas e das perspectivas futuras, especialmente no que
diz respeito ao uso de CARS e SRS nos materiais investigados.
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2 Efeito Raman estimulado

2.1 Óptica não-linear

Durante a interação entre luz e matéria, ocorrem simultaneamente diversos efeitos
com polarização induzida no meio devido a campos elétricos de diferentes ordens. Os efeitos
de polarização de primeira ordem são os mais comuns, como o espalhamento Rayleigh,
difração e espalhamento Raman [41]. Essa polarização pode ser descrita pela equação 2.1.

PL(t) = ϵ0χ
(1)E(t), (2.1)

onde,PL(t), representa o vetor de polarização linear, e E(t) o vetor de campo elétrico,
ϵ0 representa a permissividade dielétrica do vácuo, enquanto χ(1) representa o tensor de
susceptibilidade elétrica linear do material que está relacionada com a polarização óptica
e as respostas lineares do material.

A partir da equação 2.1, podemos notar a relação direta entre campo e polarização.
Porém, ao aplicarmos um campo de alta potência, temos maior probabilidade de acessar
fenômenos de polarização não linear, ou seja, aqueles que dependem das polarizações de
ordem superior. Dessa forma, podemos escrever uma equação geral para a polarização da
seguinte maneira :

Ptotal(t) = ϵ0(χ(1)E(t) + χ(2)E2(t) + χ(3)E3(t) + ...), (2.2)

χ(2) é a susceptibilidade de segunda ordem e χ(3) a de terceira ordem e assim por
diante. Separando essa equação em dois termos temos [42] :

Ptotal(t) = PL(t) + PNL(t), (2.3)

com PL(t) representando a parte linear da polarização e PNL(t) a parte não linear.

Neste trabalho vamos focar em técnicas que dependem da polarização de terceira
ordem para isto, vamos entender melhor como ela funciona partindo dos termos de terceira
ordem da equação 2.2:
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P (3)(t) = ϵ0χ
(3)E3(t), (2.4)

que é induzida através de um campo de três componentes de frequências dado por:

E(t) = E1e
−iω1t + E2e

−iω2t + E3e
−iω3t + c.c., (2.5)

onde c.c. representa o complexo conjugado dos campos.

Assim quando substituímos a 2.5 em 2.4 podemos obter resultados com diversas
frequências [43], sendo elas:

ω1, ω2, ω3, 3ω1, 3ω2, 3ω3, (ω1 + ω2 + ω3), (ω1 + ω2 − ω3), (ω1 + ω3 − ω2), (ω2 + ω3 − ω1)

(2ω1 ± ω2), (2ω1 ± ω3), (2ω2 ± ω1), (2ω2 ± ω3), (2ω3 ± ω1), (2ω3 ± ω2), (2.6)

essas combinações são responsáveis por diversos fenômenos entre eles os que vamos
falar a seguir e que são o foco da nossa pesquisa, chamados de espalhamento Raman
coerente (CSR) do inglês Coherent Raman scattering e a mistura de quatro ondas (FWM)
do inglês four wave mixing esses são efeitos que dependem do χ3 do material.

2.1.1 Four-Wave mixing (FWM)

O FWM é um dos efeitos não-lineares notáveis em sistemas ópticos, conforme
discutido por Boyd em [43]. Esse fenômeno envolve três ondas iniciais, se combinando para
gerar uma quarta onda. Esse fenômeno é um exemplo de um processo não linear onde
ocorre a geração de novas frequências. Especificamente, nele, temos a mistura de ondas
que resulta na produção de uma nova onda com uma frequência diferente daquelas das
ondas iniciais um diagrama representando isso pode ser observado na figura 1.

A figura 1 apresenta um representação onde no caso (a) temos uma representação
de ω1, ω2, ω3 se somando para forma um ω4 e ao lado seu diagrama de conservação de
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Figura 1 – Ilustração do processo de FWM e diagrama de conservação de energia,(a) para
o caso onde ω4 = ω1 + ω2 + ω3 (b) para o caso onde ω4 = ω1 + ω3 − ω2 adaptado
de [44].

energia, enquanto em (b) temos o caso onde ω4 se forma através de ω1 + ω3 − ω2 e ao lado
seu diagrama de conservação de energia.

Como dito acima todos os processos de somas e diferenças de três frequências que
resultam em um FWM. Um dos casos de FWM é a mistura de quatro ondas degenera-
das (DFWM) do inglês degenerate four wave mixing, esse processo ocorre quando duas
frequências são iguais ω1 = ω3. Nesse trabalho vamos utilizar o caso degenerado onde
ω1 − ω2 = ων onde ων é a frequência de vibração do material esse caso é chamado de
CARS e será detalhado na próxima seção.

2.2 Coherent Raman scattering

Para entendermos melhor o CRS precisamos compreender o efeito Raman, como
citado na sessão 2.1 quando a luz incide em um material ou uma molécula uma parte da
luz sofre um espalhamento elástico, chamado espalhamento Rayleigh [1]. Durante esse
fenômeno a luz é desviada em diferentes direções, sem alterar sua energia ou frequência.

Contudo, uma pequena porção da luz incidente sofre um espalhamento inelástico.
Nesse caso, ocorre uma interação entre a luz e as vibrações moleculares do material.
Como resultado temos uma alteração na frequência emitida. Esse fenômeno se chama
espalhamento Raman que pode ser dividido em dois casos o Stokes, que é quando temos
uma perda de energia, nessa interação então, a frequência emitida é menor que a incidida.
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A outra situação é chamado de anti-Stokes, que é quando temos um ganho de energia ou
seja a frequência emitida é maior que a incidida [1]. Podemos observar esses fenômenos na
figura 2.

Figura 2 – A) Ilustração do espalhamento Rayleigh e Raman, onde vemos um feixe inci-
dente ωP , incidindo sobre uma molécula vibrando e espalhando um feixe ωp

(espalhamento elástico Rayleigh), um feixe ωs (espalhamento Raman Stokes) e
um ωaS (espalhamento Raman anti-Stokes) espalhados inelasticamente pela
vibração molecular. B) Diagrama de energia do espalhamento Rayleigh e dos
espalhamentos Raman Stokes e anti-Stokes. C) Ilustração de um espectro de
um laser incidente (Pump) em uma molécula vibrando, demonstrando como
seriam os picos relacionados ao espalhamento Stokes e anti-Stokes adaptado
de [45].

Na figura 2 A) é representado o espalhamento da luz com uma frequência ωp

ao interagir com uma molécula de vibração ων que produz uma resposta de um campo
anti-Stokes (ωaS = ωp + ων) e uma Stokes (ωaS = ωp − ων), em B) podemos observar o
mecanismo físico associado ao espalhamento Raman de Stokes pode ser compreendido na
imagem semi-clássica. No espalhamento Rayleigh da figura, a luz não é afetada pelos níveis
vibracionais, produzindo luz com a mesma frequência incidente. No espalhamento Raman
de Stokes, a luz espalhada adquire um componente deslocado para o vermelho, perdendo
energia para o meio e deixando-o em um estado vibracional excitado. No espalhamento
Raman anti-Stokes, o componente deslocado para o azul aparece devido à transferência
de energia do meio para a luz incidente e em C) mostra a intensidade desses processos
que esta ligada a probabilidade de cada um deles acontecer, assim podemos ver que o
espalhamento Rayleigh é mais provável que o espalhamento Raman sendo o efeito Stokes
mais provável que o Anti-Stokes.

O espalhamento Raman tem aplicações em diversas áreas [46–48], porém, na
microscopia Raman, o tempo de exposição do material é um fator importante a ser
considerado. Refere-se ao período de tempo em que a amostra está sendo exposta à
radiação laser durante a aquisição das imagens.
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Um tempo de exposição mais longo também pode levar a outros efeitos indesejados,
como a degradação ou aquecimento da amostra devido à interação prolongada com o
laser. Além disso, em amostras biológicas ou sensíveis à radiação, um tempo de exposição
excessivo pode causar danos, reduzir a viabilidade celular ou modificar as propriedades
físicas ou químicas do material.

Portanto, é importante encontrar um equilíbrio entre a duração da exposição
e a qualidade dos dados desejados. Através de estudos e aperfeiçoamento de técnicas
envolvendo o espalhamento Raman, foi desenvolvido o CRS. Uma técnica de microscopia
vibracional que apresenta algumas vantagens em relação à técnica convencional. Uma
dessas vantagens é o tempo de aquisição das imagens que ocorre pelo fato do SRS aproveita
da corerencia dos laser utilizados [5].

O CRS se diferencia por ser um efeito de polarização de terceira ordem, assim
como o FWM. Isso significa que depende de campos com alta intensidade e do termo de
susceptibilidade não linear de terceira ordem χ(3). As principais técnicas de CRS são o
espalhamento Raman estimulado (SRS) do Inglês Stimulated Raman Scattering e o já
citado CARS [49].

2.2.1 Coherent Raman anti-stokes scattering

Como dito no final da seção 2.1.1 o CARS é um caso particular do DFWM onde
temos duas condições principais nessa técnicas a primeira dessas é que seja um DFWM
onde ω1 = ω3 e a outra ω1 − ω2 = ων , onde ων é a frequência vibracional do material
estudado como podemos ver na figura 3

Figura 3 – Diagrama do processo do CARS adaptado de [50]

Na figura 3 podemos ver o diagrama de transição onde as setas azuis (ωp), a seta
amarela (ωs) e a seta vermelha (ωas) representam respectivamente as frequências dos
campos elétricos pump, Stokes e anti-Stokes , observamos também os estados virtuais,
esses são níveis que nos ajudam na compreensão do experimento, e o fundamental e o
vibracional excitado que são estados reais ou seja níveis que podem ser observados e
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ocupados, a diferença entre esses dois estados reais é a frequência vibracional do material
(ων).

Para entender melhor esse fenômeno vamos partir da descrição do campo elétrico [43]
que nesse caso é dado por:

E(t) = Ep(t) + Es(t) = Epe−iωp(t) + Ese
−iωs(t)+c.c., (2.7)

com Ep e Es sendo respectivamente o campo elétrico referente ao feixe pump e
ao feixe Stokes, e ωp e ωs, tambem respectivamente as frequências de dos feixes pump e
Stokes, agora utilizando a equação 2.2 e substituindo os campos elétricos temos:

PNL(t) = P (2ωp − ωs)e−i(2ωp−ωs)(t) + P (2ωs − ωp)e−i(2ωs−ωp)(t)

+ P (ωp)e−iωpt + P (ωs)e−iωst + n.f.c.
(2.8)

onde n.f.c são as componentes de frequências negativas (Negative frequency campo-
nents). Já que a intensidade é proporcional ao módulo quadrado da polarização, podemos
escrever:

I ∝| PNL(t) |2, (2.9)

agora utilizando apenas o termo da polarização relacionado ao CARS (P (2ωs −ωp))
temos:

IωCARS
∝| P (2ωp − ωs) |2 (2.10)

IωCARS
∝| χ(3) |2| E2

p |2| E∗
s |2, (2.11)

assim podemos ver que a intensidade da frequência ωCARS vai depender de três
fatores, os campos elétrico pump (Ep) e Stokes (Es) e (χ(3)). Com a ideia que os feixes são
constantes durante o experimento o único fator que pode variar o valor da intensidade
é o χ(3) que pode ser descrito como uma soma entre o um termo ressonante (χ(3)

r ), que
refere-se a uma situação em que a frequência do campo elétrico incidente é próxima ou
igual à frequência de ressonância do material. e o não ressonante (χ(3)

nr ) que refere-se a uma
situação em que a frequência do campo elétrico incidente não está próxima da frequência
de ressonância do material [46]. Assim podemos escrever a equação 2.11 da seguinte forma:

I ∝| χ(3) |2,

I ∝| χ(3)
r + χ(3)

nr |2, (2.12)
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Para o caso de não ocorrer transições eletrônicas reais, podemos tomar χ(3)
nr como constante

pois é independe das configurações de frequência utilizada, porém para o χ(3)
r podemos usar

a descrição de um oscilador harmônico forçado com ressonância dos estados vibracionais
da seguinte forma:

χ(3)
r = A

(∆ − iγ) , (2.13)

com ∆ = ωp − ωs = Ωr, sendo Ωr a frequência do centro de um pico Raman do modo
material estudado e γ é relacionado ao tempo de vida do nível vibracional e A uma
amplitude arbitrária, assim podemos reescrever a equação 2.2.1 da seguinte forma:

IωCARS
∝| χ(3)

r |2 + | χ(3)
nr |2 +2χ(3)

nr Re
{
χ(3)

r

}
. (2.14)

Na figura 4 podemos observar o gráfico que representa a equação acima, podemos
observar que na figura 4a, temos o comportamento de todos os termos da equação 2.14
onde | χ(3)

r | é a curva sólida relativa a ressonância com o modo vibracional, o termo
| χ(3)

nr | é a linha pontilhada e | χ(3)
nr |2 +2χ(3)

nr Re
{
χ(3)

r

}
a curva pontilhada, já na 4b, vemos

o comportamento da intensidade do CARS em função da variação de ∆. Isso mostra
que a interferência entre os termos ressonantes e não ressonantes que formam a linha do
CARS não se apresentam como uma Lorentziana, podendo formar linhas assimétricas,
mas também pode se observar um aumento do sinal próximo as condições de ressonância
com os modos vibracionais.

Figura 4 – Gráficos mostrando a relação da amplitude do sinal em relação à variação de
∆, (a) de cada termo da intensidade separadamente; (b) da intensidade total
do CARS em relação ao background não ressonante | χ(3)

nr |2 [46].

Com isso o CARS se apresenta como uma ferramenta muito útil para materiais
que não podem ter muito tempo de exposição o que é extremamente relevante quando
pensamos em materiais biológicos, pois com as configurações de laser corretas é possível
aumentar o sinal anti-Stokes.

Contudo o CARS apresentar dificuldades dependo da amostra. Isso ocorre devido
a casos em que a parte ressonante da resposta do material é mais fraca em comparação
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com a parte não ressonante. Essa disparidade na intensidade pode mascarar ou obscurecer
a assinatura vibracional desejada presente no sinal do CARS.

Para superar essa limitação, pode-se usar o SRS, que é uma técnica alternativa
que oferece uma abordagem para aprimorar a detecção da assinatura vibracional, inde-
pendentemente da contribuição relativa entre as partes ressonante e não ressonante do
material.

2.2.2 Stimulated Raman scattering

A técnica de SRS é uma forma de espectroscopia Raman que utiliza dois feixes
laser para estimular o espalhamento Raman em uma amostra. Ela possui alta sensibilidade
para detectar moléculas específicas em tecidos biológicos. Ao ajustar a frequência dos
feixes laser, é possível direcionar a excitação para determinadas vibrações moleculares,
permitindo a identificação e imagem de componentes específicos no tecido [51].

Além disso em relação a outras técnicas de imagem, como o CARS, que tem uma
dependência com a relação da parte ressonante e não ressonante do material, a técnica de
SRS oferece benefícios distintos, permitindo a obtenção de imagens de alta resolução tanto
espacial quanto química em amostras biológicas, como tecidos. A capacidade de ajustar
a frequência dos feixes laser proporciona uma seletividade precisa para diversos compo-
nentes moleculares, viabilizando a identificação e a visualização de moléculas específicas e
estruturas subcelulares com uma sensibilidade notável.

Com essas particularidades apresentadas o SRS se oferece como uma alternativa
promissora para a obtenção de imagens em tempo real e sem a necessidade de marcação
de amostras. [52].

O SRS é um fenômeno que pode ser dividido em dois casos o Raman estimulado
por perda (SRL) do inglês Stimulated Raman Loss, que é quando o campo Stokes interage
com a vibrações moleculares da amostra, resultando em um perda de energia durante o
processo, já o Raman estimulado por ganho (SRG) do inglês Stimulated Raman Gain, que
ocorre com a interação do campo Stokes com as vibrações moleculares porém dessa vez
ocorrendo um ganho de energia [53].

Ambos os efeitos, SRL e SRG, estão relacionados às frequências ωp e ωs utilizadas
no SRS. As vibrações moleculares na amostra possuem frequências específicas, e o ajuste
adequado das frequências dos feixes de pump e Stokes permite que ocorra uma interação
ressonante com essas vibrações, desencadeando os efeitos de SRL e SRG [50].
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Figura 5 – Diagrama de energia dos processos SRS.(A) Diagrama de energia do SRG, onde
temos três campos (ωp, ωs, −ωp) gerando uma quarta onda (ωs). (B) Diagrama
de energia do SRL, onde temos três campos (ωp, ωs, −ωs) gerando uma quarta
onda (ωp). Ambos efeitos no SRS são mediados por um modo vibracional de
frequência (ων) adaptado de [50].

Na figura 5(a) podemos observar o diagrama de energia do SRG. Nesse diagrama,
são representados três campos: (ωp, ωs, −ωp). Esses campos correspondem a frequências
dos feixes pump, Stokes e uma frequência negativa do pump, respectivamente. A interação
desses três campos gera uma quarta onda, representada pela frequência ωs. Esse processo
de interação é mediado por um modo vibracional de frequência ων , em (B) diagrama de
energia do SRL: Nesse diagrama, também são representados três campos: (ωp, ωs, −ωs).
Novamente, esses campos correspondem às frequências dos feixes pump, Stokes e uma
frequência negativa de Stokes, respectivamente. A interação desses três campos gera uma
quarta onda, representada pela frequência ωs. Assim como no caso anterior, esse processo
é mediado por um modo vibracional de frequência ων .

Com isso, como referenciado em [42] podemos reescrever a equação 2.5 utilizando
os campos SRG e SRL da seguinte forma :

E
(3)
SRG = E(3)

s e−iωs(t) + c.c., (2.15)

E
(3)
SRl = E(3)

p e−iωp(t) + c.c., (2.16)

e para as polarizações da equação 2.4 ultilizando as componentes citas na figura 5, temos:

P
(3)
SRG(ωs) ∝ χ∗(3)E2

pEs, (2.17)

P
(3)
SRL(ωp) ∝ χ(3)E2

s Ep, (2.18)
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para a intensidade SRS partindo da equação 2.9 temos:

I(ωs) ∝| E(3)
s + Es |2∝| E(3)

s |2 + | Es |2 +2Re{E(3)
s E∗

s }, (2.19)

I(ωp) ∝| E(3)
p + Ep |2∝| E(3)

p |2 + | Ep |2 +2Re{E(3)
p E∗

p}, (2.20)

com E(3)
s e E(3)

p sendo os campos não lineares induzidos e Es e Ep os campos
incidentes referentes a ωs e ωp, e com isso podemos ver que o campo induzido e o campo
incidente interferem em ωs e ωp. O modulo quadrado de E(3)

s e E(3)
p são proporcional aos

módulos quadrados de Pωs e Pωp , ou seja | E(3)
s |2∝| P(ωs) |2 e | E(3)

p |2∝| P(ωp) |2 podemos
escrever as equações 2.19 e 2.20 da seguinte forma [54,55]:

I(ωs) ∝| χ(3) |2 I2
p Is + Is + 2Re{E(3)

s E∗
s }, (2.21)

I(ωp) ∝| χ(3) |2 IpI2
s + Ip + 2Re{E(3)

p E∗
p}, (2.22)

onde Is ∝| Es |2 e Ip ∝| Ep |2 são as intensidades das componentes dos campos
incidentes. As intensidades de | Es |2 e | Ep |2 em comparação respectivamente com
as intensidades de | E(3)

s |2 e | E(3)
p |2 são muito pequenas, normalmente não sendo

medidas [54,56]. Então podemos reduzir as equações 2.19 e 2.20 para [54,56]:

I(ωs) ∝ Is + 2Re{E(3)
s E∗

s } (2.23)

I(ωp) ∝ Ip + 2Re{E(3)
p E∗

p} (2.24)

Agora para determinar o papel dos termos de interferência podemos relacionando
a polarização de ωs e ωp com o campo E3

s e E3
p :

iP (ωs) ∝ E(3)
s , (2.25)

iP (ωp) ∝ E(3)
p , (2.26)

fazendo as aproximações necessárias, podemos utilizar as equações 2.25 e 2.26 para
reescrever as equações 2.19 e 2.20 ficando com:

I(ωs) ∝ Is + 2Re{iP (ωs)Es}, (2.27)

I(ωp) ∝ Ip + 2Re{iP (ωp)Ep}, (2.28)

substituindo as polarizações pelas equações 2.17 e 2.18 temos:

I(ωs) ∝ Is + 2IsIpRe{iχ∗(3)}, (2.29)

I(ωp) ∝ Ip + 2IsIpRe{iχ(3)}, (2.30)
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por fim podemos achar a intensidade ωs e ωp relacionadas as intensidade do Stokes e pump
pelas equações 2.31 e 2.32:

ISRG = I(ωs) ∝ Is + 2IsIpIm{χ(3)
r }, (2.31)

ISRL = I(ωp) ∝ Ip − 2IsIpIm{χ(3)
r }. (2.32)

Através das equações 2.31 e 2.32, podemos compreender por que o SRG resulta em
um ganho de intensidade, enquanto o SRL tem uma perda, em [45] temos um desenvolvi-
mento teórico mais detalhado sobre essa técnica.

Neste trabalho, estaremos utilizando o SRL, o qual a partir de agora chamaremos
de SRS.
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3 Aplicações

Como dito nas seções anteriores, as técnicas desenvolvidas a partir do Raman,
como o SRS e o CARS, possuem diversas aplicações. Em nosso grupo de pesquisa, estamos
utilizando essas técnicas em várias áreas, incluindo a física aplicada a materiais biológicos
e a medicina.

Neste capítulo, vamos realizar um revisão da literatura científica que utilizam essas
técnicas em materiais biológicos.

3.1 Aplicações em placas β-amilóide

Um exemplo dessas aplicações é o trabalho [57], que utiliza entre suas diversas
técnicas o CARS e o SRS para caracterizar a proteína β-amiloide (Aβ) em tecidos cerebrais
de modelos de camundongos com doença de Alzheimer (AD, do inglês Alzheimer’s disease)
sem a utilização de marcadores [57].

A utilização do CARS e do SRS permite a descrição e comparação de imagens
de alta resolução das placas (Aβ) em tecidos cerebrais, possibilitando a identificação e
análise da distribuição espacial de biomarcadores centrais que são substâncias ou moléculas
específicas usadas como indicadores de processos biológicos, estados patológicos ou respostas
a uma intervenção terapêutica para o caso desse estudo os marcadores centrais foram a
fenilalanina e amida B dentro das placas [35,58–62].

Através da caracterização das placas (Aβ) e da identificação dos biomarcadores
centrais amida B e fenilalanina, foi possível obter-se informações sobre a distribuição
espacial dos biomarcadores dentro das placas, que podem servir como indicadores potenciais
para o diagnóstico precoce da DA.

O trabalho também apresenta as vantagens do CARS e do SRS em relação a outras
técnicas, como por exemplo o Raman espontâneo (SPRs, do inglês spontaneous Raman
microscopy). Algumas das vantagens, já citadas em capítulos anteriores, incluem as imagens
de alta resolução e o curto tempo de aquisição de imagens, o que permite a visualização das
placas Aβ [63–68]. A combinação dessas técnicas permite que os pesquisadores explorem
diferentes regiões das placas para aplicações diagnósticas.

As imagens da Figura 6 mostram comparações de imagens SRS e SPRs para
várias frequências vibracionais, variando entre 1007cm−1 até 2930cm−1, que são os modos
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Figura 6 – Comparação entre a microscopia Raman estimulada de banda estreita e a microscopia Raman espontânea

em diferentes geometrias de dispersão. Três placas diferentes de (Aβ) foram imageadas por SRS (A, C, E) e

SpRS hiperespectral (B, D, F), obtidas em diferentes energias vibracionais, conforme listado na parte inferior

das imagens. Todas as barras de escala são de 20 µm. Imagens sem uma barra de escala compartilham a

barra de escala da imagem mais à esquerda na mesma linha [57].

vibracionais das placas (Aβ) localizadas em diferentes regiões do cérebro, como o hipocampo
e o córtex.

A Figura 6 demostra a superioridade do SRS, mostrando imagens mais claras, com
maior contraste e menor interferência de fundo que se da pela capacidade do SRS de
fornecer imagens químicas específicas ao selecionar energias vibracionais correspondentes a
modos vibracionais específicos dos biomarcadores de interesse, como fenilalanina e amida
B. Isso resulta em uma caracterização mais precisa dos componentes químicos dentro
das placas, oque corrobora com a conclusão do trabalho que mostra que foi estudado o
núcleo e o halo das placas (Aβ), mostrando que SpRS e SRS produzem imagens idênticas,
permitindo combinar informações de espectroscopia Raman com vantagens da SRS. Além
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disso com a utilização do CARS e o SRS foram identificados biomarcadores de halo
baseados em lipídios insaturados e dois novos biomarcadores de núcleo (fenilalanina e
amida B), com a amida B permitindo imagens com maior taxa de aquisição, sugerindo
sua utilidade para diagnóstico de placas de (Aβ).

3.2 Aplicação em câncer

Aplicações de CARS e SRS também apresentam diversas aplicações em diagnós-
ticos em diversos tipos de câncer [69–72]. Entre eles a pesquisa de de Sivasubramanian
Murugappan et al [73], que apresenta aplicações de CARS e SRS para o diagnóstico de
câncer no cérebro.

Neste trabalho os autores apresentam as dificuldades para o diagnóstico e mo-
nitoramento de câncer cerebral, o que resulta em altas taxas de mortalidade e baixa
sobrevivência [73].
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Figura 7 – Representação esquemática do longo e tedioso processo de histopatologia. Os
pacientes precisam passar por uma varredura inicial para identificar o tumor.
Em seguida, é realizada uma seção da amostra, que passa por várias etapas de
processamento que demoram mais tempo e precisam ser confirmadas por um
neuropatologista, o que aumenta as chances de erro. Um erro ou a remoção
parcial do tumor leva a cirurgias invasivas, afetando novamente a saúde e a
qualidade de vida do paciente [73].

Na figura 7 é mostrado um processo esquemático detalhando o procedimento
padrão de histopatologia para a identificação e análise de tumores cerebrais. Ele segue
os seguintes passos varredura Pré-operatória, primeiramente, os pacientes passam por
exames de imagem, como ressonância magnética, tomografia por emissão de pósitrons
ou tomografia computadorizada, para localizar o tumor. Em seguida um neurocirurgião
realiza a excisão do tumor localizado no cérebro, após a localização do tumor cerebral as
imagens do tumor cerebral são destacadas após a excisão. Por fim o tumor é dividido em
seções frescas ou fixadas em formol, as seções são coradas usando hematoxilina e eosina
para destacar as estruturas celulares e um neuropatologista especialista analisa as amostras
de tecido coradas.

O processo descrito é detalhado e minucioso, demandando tempo significativo. Além
disso, requer confirmação por um neuropatologista, o que pode aumentar a possibilidade
de erros. Se houver erro ou remoção parcial do tumor, isso pode levar a novas cirurgias
invasivas, comprometendo a saúde e a qualidade de vida do paciente.
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Figura 8 – Representação esquemática do processo de espectroscopia Raman.temos em (a)
A sonda de laser Raman é usada sobre a amostra [74] , (b) Os espectros Raman
que são fornecidos pelo estudos . [75] , (c) Este processamento, usando o modelo
computacional, distingue entre espécimes tumorais e normais, (d) O sistema
completo contendo todos esses componentes é o conjunto de espectroscopia
Raman [73]

A figura 8 representa o processo de espectroscopia Raman, detalhado em quatro
partes principais. Na parte superior esquerda (a), a sonda de laser Raman é aplicada
diretamente sobre a amostra. Este procedimento é ilustrado com uma imagem mostrando
a aplicação da sonda em um tecido cerebral [74]. A seguir, a imagem (b) mostra um
gráfico dos espectros Raman obtidos, que indicam a intensidade de diferentes componentes
químicos presentes na amostra. Picos específicos são marcados, como amida I, amida II,
lipídios, fenilalanina, glicose e DNA [75]. Em (c), a seção ilustra como o processamento
dos espectros Raman, usando um modelo computacional (rede neural artificial), pode
distinguir entre tecidos tumorais e normais. Um gráfico exemplifica a classificação realizada
pelo modelo, destacando a separação entre as diferentes amostras. Na parte inferior da
imagem (d), o sistema completo de espectroscopia Raman é mostrado, incluindo todos os
componentes necessários. Este sistema é composto por um laser de infravermelho próximo,
uma câmera CCD e um espectrômetro, todos conectados a um computador para análise
dos dados.

A configuração detalhada do sistema é ilustrada, mostrando como a sonda Raman
coleta e transmite os dados para processamento e análise. Baseado nessa maior facilidade
na aplicação das técnicas Raman, o artigo apresenta algumas opções de técnicas para serem
utilizadas, entre elas o CARS e o SRS, como opção para o diagnóstico e monitoramento
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do câncer cerebral.

O CARS foi utilizado para diferenciar entre tecidos tumorais e normais com base
na banda alifática de CH2 que refere-se à vibração específica de grupos metileno presentes
em compostos orgânicos. Esses grupos são comuns em lipídios e outras moléculas biológica,
fornecendo alta seletividade química [76,77]. Especificamente, a CARS mostrou-se eficaz
na distinção entre glioblastoma e metástases cerebrais, apresentando sinais de menor
intensidade nos tecidos tumorais devido ao conteúdo lipídico reduzido [78]. O mapeamento
CARS de regiões tumorais em tecidos cerebrais de camundongos detectou regiões de
infiltração com precisão, codificadas por cores com base em informações patológicas,
alinhando-se bem com amostras coradas com Hematoxilina-Eosina [79].

Por outro lado, a SRS foi utilizada para diferenciar entre tecidos neoplásicos e
não neoplásicos em modelos de camundongos, tanto ex vivo quanto in vivo, alcançando
uma alta precisão de correspondência de aproximadamente 98% [80]. Além disso, a SRS
também foi usada para histologia Raman estimulada (SRH) para identificar margens
tumorais em amostras de tecido cerebral, demonstrando altos níveis de sensibilidade e
especificidade [81].

Em consonância com isso, é mostrada a integração de sistemas de imagem SRS com
técnicas avançadas, como resolução de curva multivariada (MCR) do inglês multivariate
curve resolution e máquinas de vetor de suporte quadráticas (SVM) do inglês support vector
machines, permitindo a coloração histológica virtual em amostras de glioblastoma. Esse
processo auxilia na classificação de subtipos, aprimorando as capacidades diagnósticas da
espectroscopia Raman na pesquisa do câncer cerebral. As técnicas CARS e SRS fornecem
recursos de caracterização e discriminação molecular, permitindo a identificação precisa das
regiões tumorais nos tecidos cerebrais e a classificação precisa dos subtipos de glioblastoma.

A precisão de correspondência alcançada utilizando CARS e SRS na discriminação
entre tecidos neoplásicos e não neoplásicos em amostras de tumor cerebral foi de aproxi-
madamente 98% em comparação com métodos tradicionais de coloração. Este alto nível
de precisão demonstra a eficácia da espectroscopia Raman, particularmente CARS e SRS,
em fornecer caracterização molecular precisa e classificação de diferentes tipos de tecido
na pesquisa do câncer cerebral.

Por fim, conclui-se que a espectroscopia Raman, especialmente através das técnicas
CARS e SRS, mostra-se como uma poderosa ferramenta na luta contra o câncer cerebral.
Sua capacidade de fornecer diagnósticos precisos e em tempo real, combinada com a
alta sensibilidade e especificidade, a torna uma tecnologia promissora para melhorar
significativamente as taxas de sobrevivência e reduzir as taxas de mortalidade associadas a
esta doença devastadora. A integração de métodos avançados de análise de dados com SRS,
como MCR e SVM quadrático, reforça ainda mais seu potencial, permitindo coloração
histológica virtual e classificação detalhada de subtipos de tumores cerebrais, essencial
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para tratamentos personalizados e eficazes.

3.3 Aplicação em DNA

O artigo Label-free DNA imaging in vivo with stimulated Raman scattering micros-
copy de Fa-Ke Lu et al. [82] apresenta o SRS como um método para visualizar o DNA sem o
uso de marcadores, o que é significativo para aplicações biológicas e médicas, especialmente
para exames histológicos em tempo real durante cirurgias [83]. O método distingue o DNA
com base em suas características espectrais únicas de Raman, separando-o de proteínas e
lipídios através de três frequências de vibrações diferentes: 2.967 cm−1 (DNA), 2.926 cm−1

(proteína) e 2.850 cm−1 (lípido).

Figura 9 – Imagens SRS sem marcação de DNA (magenta), proteínas (azul) e lipídios
(verde) em células vivas. Foram adquiridas imagens SRS em três deslocamentos
Raman selecionados na banda vibracional de alongamento CH. A decomposição
linear foi realizada com uma matriz de calibração previamente medida para
recuperar a distribuição de DNA, proteínas e lipídios [82].

Na figura 9 temos imagens de SRS e TPEF das células estudadas, (A) Espectros
Raman de DNA, proteína celular e lipídios celulares extraídos de células HeLa, (B)
Espectro Raman do pellet de células. O ajuste linear demonstrou que os três compostos
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em B representavam aproximadamente 90% da vibração de alongamento CH total das
células, (C) Imagens SRS de uma célula viva em fase mitótica (prófase) a 2, 967, 2, 926
e 2, 850 cm−1, respectivamente, e a distribuição decomposta de DNA, proteína, lipídios
e a sobreposição. Os cromossomos foram visualizados com alto contraste e alta relação
sinal-ruído, (D) Imagens SRS de uma célula viva em interfase e a distribuição decomposta
de DNA, proteína, lipídios e a sobreposição. Detalhes internos das características nucleares
foram revelados claramente, (E) Imagens com SRS e TPEF de uma célula mitótica corada
com DRAQ5, que se correlacionaram muito bem entre si. A barra de escala corresponde a
10µm.

No artigo é apresentado um método que permite a visualização do DNA sem
a necessidade de marcadores fluorescentes ou outros tipos de rótulos químicos. Isso é
significativo porque os rótulos tradicionais podem interferir na função celular ou exigir a
criação de organismos geneticamente modificados [84]. Além disso, o método desenvolvido
viabiliza a captura da dinâmica dos cromossomos durante a divisão celular tanto in
vitro quanto in vivo [82]. No estudo, os pesquisadores demonstraram essa capacidade
rastreando a propagação de células da pele de camundongos, induzida por tratamento
com medicamentos. A microscopia SRS permitiu observar em tempo real os processos de
condensação, alinhamento e separação dos cromossomos, fornecendo uma visão detalhada
das fases da mitose [85]. Essa capacidade de visualizar eventos celulares complexos em
organismos vivos é crucial para entender processos biológicos fundamentais e pode auxiliar
no desenvolvimento de terapias direcionadas para doenças relacionadas à divisão celular
desregulada.

Como conclusão, o artigo apresenta a eficácia e o potencial transformador do SRS na
visualização de DNA e outras biomoléculas em tecidos vivos sem a necessidade de rótulos.
A capacidade de distinguir o DNA com precisão, observar a dinâmica da divisão celular em
tempo real e diagnosticar câncer de pele de forma rápida e sensível, ressalta as vantagens
únicas desta técnica sobre os métodos tradicionais. O SRS não apenas oferece imagens
de alta resolução, mas também proporciona uma abordagem não invasiva e eficiente,
que pode ser aplicada em diversos contextos biológicos e médicos. A implementação
dessa técnica em ambientes clínicos pode melhorar significativamente os diagnósticos,
permitindo intervenções mais rápidas e precisas. Além disso, a habilidade de realizar
estudos dinâmicos em tempo real abre novas possibilidades para a pesquisa biomédica,
facilitando uma compreensão mais profunda dos processos celulares e moleculares. Em suma,
a microscopia SRS representa um avanço significativo no campo da imagem biomédica,
com um vasto potencial para revolucionar tanto a pesquisa quanto a prática médica.

Outros trabalhos que também utilizam o SRS e CARS para materiais biológicos
podem ser vistos nas referências [86–88], o que mostra a eficiência e importância dessas
técnicas, que será de extrema importância para este trabalho.



40

4 Metodologia

4.1 Montagem experimental

Através da montagem utilizada para esta dissertação, é possível separar os fatores
comuns entre os efeitos do que é específico do SRS e CARS. Essa diferenciação é apresentada
principalmente no momento da detecção dos sinais, onde se separa o sinal CARS do sinal
SRS.

A figura 10 apresenta a montagem experimental utilizada neste trabalho.

Figura 10 – (A) A montagem experimental utilizada para CARS e SRS, (B) uma ilustração
da imagem formada adaptado de [45]

Podemos ver na figura 10 a luz pulsada proveniente do laser com cavidade OPO,
que opera com um comprimento de onda fixo de 1064 nm (Stokes) e um sintonizável que
varia entre 800 nm e 960 nm (pump), em vermelho e azul respectivamente. O espelho
dicroico short-pass de 1000 nm (DM1) divide os feixes, refletindo o Stokes e transmitindo
o pump. Os filtros (F1) short-pass de 1010 nm e (F2) long-pass de 1020 nm garantem a
separação dos feixes sem contaminação. As lentes plano-convexas (L1, L2) com distância
focal de 100 mm focam os feixes e a lente L2 colima o feixe. O modulador eletro-óptico
(EOM) ressonante a 10 MHz gera uma alta frequência que altera a polarização de vertical
para horizontal com uma taxa de 10MHz. Os espelhos planos de prata (M1, M2, M3)
direcionam os feixes, e a plataforma de linha de atraso (delay line) com quatro espelhos
planos de prata assegura a sincronização temporal dos dois feixes no segundo espelho
dicroico. O espelho dicroico short-pass de 1000 nm (DM2) une os feixes, e o polarizador
Linear (P) esse polarizador fazer a modulação em amplitude do feixe cortando Uma das
polarizoes geradas pelo EOM. O sistema de varredura (SM), o espelho dicroico long-pass
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substituível (DM3) redireciona o feixe para a PMT, o microscópio invertido, a objetiva
(O), a amostra (S), o condensador (C), o filtro band-pass de 830/310 nm (F4), o telescópio
(T), o fotodiodo (PD), o amplificador lock-in sincronizado a 10 MHz (LIA), o gerador de
função com onda de 10 MHz (FG) e o filtro band-pass centrado em 661 nm (F3) usado
para selecionar o sinal CARS, diminuindo o background devido a PL de dois fótons, e a
fotomultiplicadora (PMT) completam a configuração.

Utilizando essa configuração, podemos obter o sinal CARS, que é direcionado para
a fotomultiplicadora pelo DM3, passando pelo F3 que seliciona o sinal CARS e diminui o
background vindo da PL . O sinal SRS é coletado pelo colimador, passa por um filtro F4
para eliminar a componente Stokes do feixe, e o telescópio reduz o movimento do feixe na
área do detector do fotodiodo, que, com a ajuda do amplificador lock-in, extrai o sinal
SRS e é acoplado ao fotodiodo e conectado ao EOM através da porta de sincronização do
FG com esse sinal garantimos que o lock-in irá detectar apenas intensidade em 10 MHz.

Com essa montagem, conseguimos as imagens de SRS e CARS que serão utilizadas
neste trabalho. As imagens são obtidas pelo ImSpector Pro do microscópio Lavision e,
após isso, são levadas ao processo de tratamento de imagens.

4.2 Preparação

4.2.1 Amostras

Os cortes dos nervos ópticos e trigêmeo, bem como as leishmânias, foram obtidos e
preparados no Instituto de Ciências Biológicas da Universidade Federal de Minas Gerais
(ICB-UFMG) pelos nossos colaboradores. A preparação das amostras para serem levadas
ao microscópio foi feita seguindo os passos abaixo:

• Passo 1: Em uma placa de Petri, foi adicionada água deionizada para criar um
ambiente adequado para a preparação das amostras.

• Passo 2: A amostra foi adicionada em uma lâmina de vidro e mergulhada na água
por um período de 5 minutos para assegurar a adequada hidratação.

• Passo 3: A lâmina foi retirada da água, permitindo que escorra um pouco, mas
mantendo uma fina camada de água sobre os cortes, especialmente.

• Passo 4: Com o auxílio de uma pinça, posicionou-se cuidadosamente uma lamínula
longa sobre a amostra, certificando-se de que os cortes estejam completamente
hidratados para garantir uma preparação ideal.
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Este procedimento visa criar condições propícias para a análise microscópica das
amostras, assegurando resultados precisos e detalhados.

4.2.2 Sistema

Preparamos o sistema sintonizando nosso laser de bombeamento nas frequências
desejadas. Para este trabalho, as seguintes frequências foram definidas: 811 nm (estiramento
CH3 de proteína e lipídio), 814 nm (estiramento CH2 de proteína e lipídio), 816 nm
(estiramento CH2 de lipídio), 903 nm (vibração Amida I - estiramento C=O) e 961 nm
(vibração do anel aromático da fenilalanina) [42]. Em seguida, configuramos nosso programa
de automação, que nos permite definir o número de imagens que desejamos obter. Mais
detalhes serão fornecidos na seção 5.1.1.

4.2.3 Análise de dados

Para a análise de dados, empregamos o software ImageJ, um software de código
aberto utilizado para processamento de imagens. Essa ferramenta nos possibilitou realizar
reconstruções tridimensionais, editar imagens, realizar medidas dos elementos presentes
nas imagens, além de outras funcionalidades.
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5 Resultados e Discussões

5.1 Implementação de imageamento por SRS em grandes áreas

Por esses motivos, durante este trabalho, iniciamos a automatização dos estágios
de translação do microscópio, esse processo será detalhado na seção 5.1.1. O estágio de
translação utilizado possui opções de deslocamento de 130 × 100mm ou 250 × 100mm.
Ele conta com codificadores lineares de 1 nm de resolução, fornecendo uma precisão de 5
µm, repetibilidade de 500nm e movimento incremental mínimo de 50nm. Seus motores
lineares ultra silenciosos permitem uma velocidade máxima de 750mm/s e são isentos de
manutenção. O controlador embutido economiza espaço e simplifica o gerenciamento de
cabos. Há também uma interface digital de entrada/saída para acionamento de sistemas
externos.

5.1.1 Automatização

Conforme apresentado anteriormente, as técnicas CARS e SRS oferecem diversas
vantagens na análise e caracterização de materiais biológicos. Essas técnicas são especial-
mente úteis devido à sua capacidade de fornecer informações detalhadas sobre a composição
química e estrutural dos materiais estudados. No entanto, os materiais biológicos frequen-
temente possuem dimensões muito maiores em comparação com a dimensões de área de
imageamento dos sistemas de imagem utilizados como por exemplo a retina e cérebros
de camundongos, o que pode representar um desafio significativo na obtenção de dados
precisos e detalhados.

Para superar esse desafio, um dos passos cruciais do deste trabalho foi a automati-
zação do sistema de medidas. Utilizando um código Python (Apêndice ??), programamos
o estágio para se movimentar automaticamente nas direções x e y conforme a necessidade
de cada amostra. Essa automação aumentou a eficiência do processo de coleta de dados,
permitindo um mapeamento mais detalhado e abrangente das amostras. A implementação
desse sistema automatizado requer um entendimento tanto da programação quanto da
mecânica dos movimentos do estágio.

Na Figura 11, é ilustrada a movimentação do estágio automatizado, nela cada
quadrado representa uma imagem xy sendo realizada, conforme a programação feita ao
concluir a imagem o estagio faz um movimento em x ou y realizando assim uma nova
imagem em xy e assim sucessivamente até o fim do processo de varredura.

Na figura 11 PI representa a posição inicial da varredura e PF a posição final
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Figura 11 – Esquema de movimentação do estagio.

do ciclo, o número de passos, tanto em x quanto em y, pode ser ajustado conforme as
necessidades específicas de cada amostra, além disso é possível programar um numero de
ciclos necessários para a varredura completa do material. Essa flexibilidade é essencial
para lidar com a diversidade de tamanhos e formas das amostras biológicas, garantindo
que toda a área de interesse seja coberta de maneira eficiente.

Para demonstrar a eficiência e a eficácia do sistema automatizado desenvolvido, na
seção 5.1.2 serão apresentados os testes realizados nas amostras. Esses testes evidenciarão
a precisão dos movimentos automatizados e a qualidade dos dados obtidos, confirmando
que a automação do sistema de medidas não só facilita o processo, mas também melhora
significativamente os resultados da análise.

5.1.2 Testes

Para realizar as medidas automatizadas, foi necessário sincronizar o tempo de
medida com o tempo de espera para que o movimento acontecesse. Para isso, utilizamos
dentro do programa de medidas InspectPro a função time-time, onde conseguimos definir
um tempo para que cada medida aconteça. Então, ao programarmos isso e sincronizarmos
o tempo de espera entre cada passo, tentamos garantir que a medida não ocorra antes do
posicionamento correto. Além disso, foi adicionado uma sobreposição entre duas imagens
repetindo o final de uma ao inicio da outra, para que, através da junção das imagens, não
se perca nenhuma informação.

Para a validação da eficiência do sistema, foram feitos testes aumentando o tamanho
da varredura realizada. O primeiro teste foi uma medida CARS de corte transversal de
nervo óptico, conforme mostrado na Figura 12, onde foram necessários dois passos em x e
nenhum em y. Por se tratar de uma varredura curta, o sistema entregou o que se esperava,
produzindo uma imagem de qualidade.
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Na Figura 12, temos as três imagens realizadas com a, b, c, sendo os respectivos
passos realizados pelo sistema, resultando no corte completo.

Figura 12 – Imagem de CARS do nervo óptico em corte transversal com frequência vibra-
cional exitada em 2856cm−1, em A) primeira imagem B) segunda imagem C)
terceira imagem com barra de escala de 50µm.

A Figura 13 também apresenta uma medida CARS realizada em um nervo óptico,
porém em um corte longitudinal. Nessa medida, foi estabelecido que o movimento seria
de um passo em x e um passo em y com duas repetições do movimento, cobrindo toda
a superfície do corte. Novamente, o sistema permitiu realizar uma varredura completa e
entregar uma imagem detalhada do nervo óptico, sem perda de informações. Esse sucesso
é significativo, pois a precisão no mapeamento do nervo em cortes longitudinais permite
uma análise mais profunda das suas características estruturais e funcionais ao longo de
todo o seu comprimento. A capacidade do sistema de executar essas varreduras complexas
de forma autônoma demonstra sua eficácia, destacando seu potencial para aplicações em
estudos detalhados de tecidos nervosos e outros materiais biológicos.

Por fim, aplicamos o teste com maior número de imagens, onde, para medir células
de leishmânias espalhadas na lâmina, foi determinado um movimento de oito passos em x
e um passo em y, repetindo essa sequência por três vezes, gerando um total de 45 imagens.
Veja a Figura 14, que apresenta uma montagem feita utilizando o ImageJ, organizando as
imagens e formando a Figura 14.

Para esse último teste, o sistema apresentou um pequeno problema de sincronia
entre os passos dados pelo estágio e o tempo de medida, fazendo com que o estágio se
movimentasse um pouco antes que a medida terminasse de ser feita, gerando cortes nas
imagens que foram corrigidos ao aumentar a sobreposição estabelecida no início. Porém,
isso pode gerar um problema maior caso utilizemos áreas de varredura maiores, as correções
sobre essas automações ficam como uma perspectiva futura desse trabalho 6.2 .
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Figura 13 – Stitch de imagem CARS do nervo óptico em corte longitudinal com frequência
vibracional exitada em 2856cm−1, com A, B, C, D, E e F são respectivamente
a sequencia de imagens do stitch com barra de escala de 50µm

Figura 14 – Montagem de 45 imagens de Leishmânia com frequência vibracional exitada
em 2932cm−1, com uma barra de escala de 100µm.

5.2 Aplicações e Resultados

Conforme mencionado na introdução desta dissertação, abordaremos as aplicações
do espalhamento Raman coerente o SRS e o CARS. Durante esta seção, apresentaremos
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e discutiremos os resultados obtidos através da utilização dessa técnica em diferentes
contextos biológicos. Especificamente, investigamos , cortes de nervos ópticos de camun-
dongos com degeneração Walleriana, amostras de nervos ópticos associadas à doença de
Huntington, nervos trigêmeos e Leishmanias.

5.2.1 Degeneração Walleriana

Para a análise da WD, foram utilizados nervos ópticos de camundongos submetidos
a uma cirurgia, na qual o nervo foi esmagado com um fórceps de ponta fina (0, 05 × 0, 01
mm). Os animais submetidos a essa cirurgia foram sacrificados após sete e 14 dias. Os
nervos desses animais foram comparados aos nervos de animais que não sofreram a lesão,
servindo como controle. Esse procedimento foi realizado pela aluna Maria Alice de Paula,
sob a orientação do Prof. Vinícios Ribas do RibasTeam-ICB/UFMG.

As medições nos nervos ópticos foram realizadas utilizando os parâmetros ω1 = 816
nm e ω2 = 1064 nm. Essas medições permitiram a excitação de frequências específicas, sendo
uma delas 2856cm−1. A frequência de 2856cm−1 está associada às vibrações de estiramento
simétrico das ligações C-H em grupos metileno (−CH2), presentes em moléculas orgânicas,
como lipídios. Na análise da WD, a excitação dessa frequência pode fornecer informações
valiosas sobre as mudanças bioquímicas que ocorrem nos nervos durante o processo de
degeneração, ajudando a compreender os mecanismos bioquímicos subjacentes.

Foram medidos 50 nervos ópticos de camundongos no grupo controle, 48 nervos
ópticos de camundongos sacrificados após sete dias, e 40 nervos ópticos de camundongos
sacrificados após 14 dias.

Na Figura 15, apresentamos uma imagem detalhada do nervo óptico de camundongo
um modelo controle utilizando a técnica de CARS. Para esse imageamento, foi empregado
um comprimento de onda de 816nm, que, conforme mencionado anteriormente, excita
a frequência vibracional específica de 2856cm−1. Essa escolha permite uma visualização
clara dos lipídios presentes no nervo óptico.

A Figura 16 ilustra um cenário semelhante ao da Figura 15, mas com uma amostra
obtida de um animal que passou por um procedimento cirúrgico. Este animal foi sacrificado
sete dias após a cirurgia, permitindo observar como a intervenção cirúrgica afeta a
composição do nervo óptico ao longo do tempo. Comparando com a Figura 15, é possível
identificar alterações, como um aumento nas áreas escuras, que podem estar associadas
à redução de lipídios nessas regiões. Esta comparação oferece uma visão dinâmica das
respostas do nervo óptico após a cirurgia.
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Figura 15 – Imagem CARS do corte de nervo óptico longitudinal modelo controle com
frequência vibracional exitada em 2856cm−1, com uma barra de escala de
50µm.

Figura 16 – Imagem CARS do corte de nervo óptico longitudinal modelo operado sete dias
com frequência vibracional exitada em 2856cm−1, com uma barra de escala
de 50µm.

Na Figura 17, repetimos o procedimento de imageamento utilizando a frequência
vibracional de 2856cm−1 em uma amostra de um animal sacrificado 14 dias após a
cirurgia que causou a lesão no nervo óptico. Este período prolongado nos permite estudar
as mudanças adicionais que ocorrem no nervo óptico com o passar do tempo após a
intervenção cirúrgica. A comparação com as Figuras 15 e 16, assim como com a Figura



5.2. APLICAÇÕES E RESULTADOS 49

14, revela uma maior extensão das áreas escuras associadas à falta de lipídios. Essas
observações fornecem uma compreensão mais profunda das alterações estruturais induzidas
pela lesão nervosa e pela subsequente degeneração do tecido, permitindo uma análise mais
completa dos processos de degeneração do nervo óptico.

Figura 17 – Imagem CARS do corte de nervo óptico longitudinal modelo operado 14 dias
com frequência vibracional exitada em 2845cm−1, com uma barra de escala
de 50µm.

A Figura 18 apresenta uma comparação entre a utilização do CARS e a fluorescência
de dois fótons (TPEF) two-photon excited autofluorescence aplicadas a um corte transversal
de nervo óptico. Esta imagem demonstra a eficiência do CARS em comparação com o
TPEF na qualidade da imagem e na intensidade do sinal, evidenciando as vantagens da
técnica CARS na obtenção de detalhes estruturais e bioquímicos do tecido nervoso.
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Figura 18 – Imagem do nervo óptico em corte transversal com frequência vibracional
exitada em 2845cm−1 comparando CARS e TPEF, em A,B e C a montagem
que forma a imagem CARS e em E,F e G a montagem que formam a imagem
em TPEF. Com barra de escala de 50µm.

Através da comparação das Figuras 15, 16 e 17, demonstrou-se que o CARS se
destaca como uma excelente opção para a caracterização da WD, sendo capaz de revelar
diferenças morfológicas entre três amostras do mesmo tipo, porém em condições estruturais
distintas. Esta técnica permite uma análise detalhada das variações na estrutura da WD,
oferecendo insights valiosos sobre suas características morfológicas sob diferentes contextos
experimentais.

Adicionalmente, a Figura 18 compara a utilização do CARS e da TPEF aplicadas a
um corte transversal de nervo óptico. A imagem CARS apresenta maior clareza e definição
das estruturas do nervo óptico. As áreas analisadas são visíveis de forma mais nítida e
menos sobrepostas, facilitando a identificação e observação das características específicas,
como a distribuição de lipídios. Em contraste, a imagem TPEF parece mais difusa, o que
pode dificultar a distinção precisa das estruturas e a interpretação dos resultados. Essa
comparação ressalta a superioridade do CARS na qualidade da imagem e na intensidade
do sinal, evidenciando sua eficiência em relação ao TPEF. A combinação dessas técnicas
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reforça a capacidade do CARS de fornecer detalhes estruturais e bioquímicos precisos,
consolidando-o como uma ferramenta poderosa para a análise da WD.

5.3 Doença de Huntigton

Em colaboração com o Prof. Rafael Viera e as alunas Caroline Borges e Sofia
Godoi, do grupo PLUS Ações e Reações do ICB/UFMG, foram realizadas experimentos
relacionadas à doença de Huntington, nas quais também foram feitas medições em nervos
ópticos de camundongos transgênicos, apresentando dois modelos diferentes: o modelo
controle e o modelo da doença de Huntington, as amostras de nervos óptico foram cedidas
pela Profa. Fabíola Mara Ribeiro com protocolo CEUA: 324/2022 como material de
descarte.

As medições foram realizadas utilizando CARS, com os comprimentos de onda
de ω1 = 816nm e ω2 = 1064nm, excitando a frequência vibracional de 2856cm−1. Assim
como no estudo da WD, o objetivo era evidenciar as diferenças morfológicas, mas agora
comparando o modelo controle com o modelo da HD.

Usando a configuração mencionada e com o intuito de diferenciar os dois modelos,
foram realizadas 124 medições em cortes de nervo óptico do modelo controle e 129 medições
no modelo da HD.

Na Figura 19 é apresentado um corte transversal do nervo óptico de um modelo
controle, utilizando a excitação do modo vibracional de 2856cm−1. Esta imagem mostra a
distribuição típica de lipídios em um nervo óptico saudável, destacando a organização e a
integridade estrutural esperadas nesse tipo de tecido.
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Figura 19 – Imagem CARS do corte de nervo óptico longitudinal modelo controle com
frequência vibracional exitada em 2856cm−1, com uma barra de escala de
50µm.

Por outro lado, a Figura 20 ilustra o mesmo procedimento aplicado ao modelo da
HD. A comparação entre as Figuras 19 e 20 revela mudanças morfológicas no nervo óptico
associadas à HD. Observa-se um aumento nas áreas escuras na Figura 20, o que pode
indicar a perda ou redução de lipídios, sugerindo uma degeneração estrutural e funcional
no modelo da HD.

Figura 20 – Imagem CARS do corte de nervo óptico longitudinal modelo Huntigton com
frequência vibracional exitada em 2856cm−1, com uma barra de escala de
50µm.

Para a comparação das imagens, utilizou-se o software ImageJ para calcular a inten-
sidade das amostras dos modelos controle e HD. A análise foi realizada em diferentes regiões
das imagens, variando o tamanho das áreas entre 59(µm), 118(µm), 177(µm), 235(µm), 295(µm),
como mostrado na tabela 1.
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Type 59 µm 118 µm 177 µm 235 µm 295 µm Média
HD 7.568.280 7.587.414 7.371.726 7.371.726 7.260.094 7.371.726
Control 7.332.998 7.258.690 7.139.617 6.994.210 6.857.842 7.139.17

Tabela 1 – Intensidade da imagem de CARS nos modelos HD e controle com frequência
de 2856cm−1.

A Tabela 1 apresenta a intensidade média do sinal para cada tamanho de área
analisado, bem como a média geral entre esses valores. Observa-se que as amostras do
modelo HD exibem uma intensidade superior em comparação ao modelo controle. Esse
aumento pode estar associado a diversos fatores, como o acúmulo de lipídios decorrente de
alterações metabólicas na doença de Huntington, resultando em uma maior concentração
dessas moléculas nas regiões examinadas [89]. Além disso, a neuroinflamação característica
da neurodegeneração pode estimular a produção lipídica, contribuindo para a intensificação
do sinal [90]. Outro fator relevante é a possível diferença na densidade celular ou na
compactação das estruturas ricas em lipídios, o que pode amplificar a resposta óptica
detectada, evidenciando a distinção entre os modelos HD e controle.

Os resultados observados, tanto para o modelo HD quanto para o caso da WD,
é necessário a aplicação de técnicas de machine learning para validar e aprofundar a
análise das diferenças identificadas. A utilização dessas abordagens permitirá confirmar
se o aumento da intensidade do sinal e as variações visuais observadas estão, de fato,
correlacionados ao acúmulo de lipídios e à degeneração associada a esse processo.

5.4 O nervo trigêmeo

Em colaboração com a mestranda Audrey Lopes Irie, do Laboratório de Dor e
Analgesia, sob orientação do professor Thiago Roberto Lima Romero e da professora
Camila Megale de Almeida Leite, realizamos estudos do nervo trigêmeo. Foram utilizadas
configurações de laser idênticas às anteriores, com ω1 = 816 nm e ω2 = 1064 nm, excitando
na frequência de 2856 cm−1. Com essa excitação, foram obtidas imagens CARS tanto do
nervo trigêmeo operado quanto do nervo trigêmeo NaV, que representa o nervo em seu
estado natural. Para essa análise, foram medidos cerca de 30 cortes de cada modelo de
nervo.

A Figura 21 mostra um corte do nervo trigêmeo NaV obtido utilizando a técnica
de CARS a 2856 cm−1. A análise detalhada da imagem permite identificar as bainhas
de mielina, que aparecem como estruturas circulares. As setas brancas na figura indicam
algumas dessas bainhas de mielina, essenciais para a condução rápida dos impulsos nervosos
ao longo dos axônios. Essas bainhas desempenham um papel vital na transmissão eficiente
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Figura 21 – Imagem CARS do corte de nervo trigêmeo modelo operado com frequência
vibracional exitada em 2856cm−1, com uma barra de escala de 20µm.

dos sinais sensoriais e motores entre o cérebro e o rosto.

Utilizando a mesma configuração, a Figura 22 apresenta um corte do nervo trigêmeo
operado, obtido por meio de CARS a 2856 cm−1. As bainhas de mielina são novamente
evidenciadas, com algumas delas indicadas pelas setas brancas na imagem. Esse destaque
das bainhas de mielina se deve à sua composição predominantemente lipídica, que é
detectada com eficácia pela técnica CARS.

Figura 22 – Imagem CARS do corte de nervo trigêmeo modelo NaV com frequência
vibracional exitada em 2845cm−1, com uma barra de escala de 20µm.

O CARS demonstrou sua capacidade de imagem do nervo trigêmeo em ambos os
modelos, apresentando imagens de alta definição que destacam as bainhas de mielina,
partes extremamente importantes do nervo. No entanto, ainda não foi possível identificar
diferenças significativas entre os dois modelos.
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5.5 Leishmania

Para a análise das leishmanias, o sistema foi ajustado, alterando ω1 de 816 nm para
811 nm, enquanto ω2 foi mantido em 1064 nm. Essa configuração permitiu a excitação
da frequência vibracional de 2932cm−1, que está associada às ligações C-H presentes em
lipídios e proteínas.

A Figura 23 apresenta uma imagem de SRS na frequência vibracional de 2932cm−1

de leishmanias da espécie Leishmania infantum. Além disso, a figura mostra um zoom
digital em uma leishmania específica para que as características morfológicas da espécie
fiquem claras.

Figura 23 – Imagem SRS do leishmania infantum com frequência vibracional exitada em
2932cm−1, com uma barra de escala de 20µm. Em A a imagem feita em SRS,
em B o zoom em uma das leishmanias para destacar o formato.

Na Figura 24, o mesmo processo de SRS é repetido, excitando novamente a
frequência vibracional de 2932cm−1, mas agora em uma amostra da espécie Leishmania
amazonensis.
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Figura 24 – Imagem SRS do C com frequência vibracional exitada em 2932cm−1, com
uma barra de escala de 20µm. Em A a imagem feita em SRS, em B o zoom
em uma das leishmanias para destacar o formato.

Foram obtidas aproximadamente 120 imagens de cada espécie. As figuras destacam
as diferenças morfológicas entre as duas espécies de Leishmania. Leishmania infantum
apresenta uma forma mais alongada em comparação com Leishmania amazonensis, que é
mais curta e compacta, demonstrando a capacidade do SRS em diferenciar as espécies.
Essas diferenças são cruciais para o entendimento das variações estruturais entre as espécies,
proporcionando insights valiosos para estudos taxonômicos e para o desenvolvimento de
estratégias específicas de diagnóstico e tratamento para cada espécie.
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6 Conclusões e Perspectivas

6.1 Conclusões

Através deste trabalho, foi possível demonstrar a eficiência do CARS e do SRS
em suas aplicações em materiais biológicos. Observou-se que o CARS é uma excelente
ferramenta para a caracterização da WD, revelando diferenças morfológicas significativas
entre amostras do mesmo tipo sob diferentes condições estruturais. Com uma análise
detalhada das variações na estrutura da WD, o CARS oferece insights valiosos sobre
suas características morfológicas em diversos contextos experimentais. Além disso, a
comparação com a TPEF destaca a superioridade do CARS em termos de intensidade do
sinal e capacidade de observar o que for desejado, graças à especificidade do sinal Raman.

A técnica CARS também se mostrou eficaz ao apresentar uma distinção entre as
imagens dos modelos controle e da doença de Huntington, revelando alterações morfológicas
significativas no nervo óptico associadas à doença. A capacidade do CARS de identificar e
visualizar essas diferenças na distribuição e composição de lipídios proporciona perspectivas
perspicazes sobre os mecanismos da degeneração neural na doença de Huntington. Esses
achados não apenas aprimoram a compreensão científica da doença, mas também podem
contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias de diagnóstico e tratamento,
permitindo a detecção precoce e a monitorização precisa das mudanças estruturais no
tecido nervoso.

O estudo utilizando CARS também demonstrou uma capacidade notável de visua-
lizar o nervo trigêmeo em alta definição, evidenciando as bainhas de mielina com clareza.
Estas bainhas são componentes cruciais do nervo, e a qualidade das imagens obtidas
ressalta a eficácia desta técnica. Entretanto, é importante notar que, até o momento, não
foram detectadas diferenças significativas entre os dois modelos analisados. Isso sugere que,
apesar do potencial da técnica para fornecer imagens detalhadas, mais estudos e talvez
abordagens complementares sejam necessários para identificar variações que possam existir
entre os modelos.

Por fim, as figuras de SRS apresentadas ressaltam as diferenças morfológicas
entre as duas espécies de leishmanias, sublinhando a eficácia do SRS em diferenciá-las.
Essas distinções morfológicas são essenciais para compreender as variações estruturais
entre as espécies, fornecendo informações valiosas para estudos taxonômicos. Além disso,
essa compreensão é fundamental para o desenvolvimento de estratégias de diagnóstico
e tratamento específicas para cada espécie, aprimorando assim a abordagem clínica e
terapêutica contra as leishmanioses.
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Em conclusão, ambas as técnicas se apresentam como ferramentas extremamente
eficazes para a caracterização morfológica e são passíveis de desenvolvimento para aparelhos
de diagnóstico.

6.2 Perspectivas futuras

Como perspectivas futuras, este trabalho deixa a expectativa de uma análise
computacional e de aprendizado de máquina para a distribuição de lipídios e proteínas
nos modelos da doença de Huntington em relação ao grupo controle, buscando assim uma
diferenciação mais precisa e com menor trabalho manual. Além disso, também se destaca
a importância da caracterização e identificação da huntingtina, a proteína responsável pela
doença de Huntington.

Há também a necessidade de um melhor desenvolvimento da técnica e da preparação
das amostras para a diferenciação dos nervos trigêmeos. Essas melhorias somadas a
análises computacionais e aprendizado de máquina tornariam possível uma caracterização
e diferenciação mais precisa dos mesmos.

Por fim, a possibilidade de diferenciar as espécies de leishmanias por meio de
modelos computacionais e aprendizado de máquina, a fim de entender se suas diferenças
morfológicas se caracterizam apenas por serem espécies diferentes ou se esse fato também
pode ser associado à diferença no tempo de vida dos protozoários.
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APENDICE A - Código Python para Automação do Estágio

import sys
import time
#both = port_facade.GetConversation(1)
axis1 = port_facade.GetConversation(1, 1)
axis2 = port_facade.GetConversation(1, 2)
### Definir posição atual
current_position = conversation.Request("get pos").Data
print("Current position is %d microsteps." % current_position)
### Definir instruções de movimentação
current_position = conversation.Request("get pos").Data
print("Current position is %d microsteps." % current_position)
### Definir instruções de movimentação
n = input ("quantas repetições você quer fazer")
move_count_axis2 = input("Quantos passos você quer fazer eixo x?")
distance_axis2 = input("Quantos microsteps em cada passo?")
timer_axis2 = input ("Em quanto tempo cada passo?")
total_distance_axis2 = move_count_axis2 * distance_axis2
move_count_axis1 = input("Quantos passos você quer fazer no eixo y?")
distance_axis1 = input("Quantos microsteps em cada passo?")
timer_axis1 = input ("Em quanto tempo cada passo?")
total_distance_axis1 = move_count_axis1 * distance_axis1
time.sleep(timer_axis2)
for _ in range (n):

for _ in range(move_count_axis2):
axis2.Request("move rel", distance_axis2)
conversation.PollUntilIdle()
new_position = conversation.Request("get pos").Data
print("New position is %d microsteps." % new_position)
time.sleep(timer_axis2)

for _ in range(move_count_axis1):
axis1.Request("move rel", distance_axis1)
conversation.PollUntilIdle()
new_position = conversation.Request("get pos").Data
print("New position is %d microsteps." % new_position)
time.sleep(timer_axis1)
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